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@ Fluoreszierende Proteine a Is zelltypspezifische Reporter 

(57) Die Erfindung botrifft embryonale Stammzellen (ES- 
Zellen) nicht-menschllcher Sauger, die mit einem DNA- 
Konstrukt stabil transfiziert sind, das eine fur ein nicht- 
zellschadigendes fluoreszierendes Protein codierende 
DNA-Sequenz und einen mit dieser DNA-Sequenz opera- 
Tiv verknupften, ze!l- und/oder entwicklungsabhangigen 
Pro motor umfafit; ein Verfahren zur Herstellung dieser 
ES-2ellen; eine Zellkultur erhaltlich durch Kultivieren der 
ES-Zellen; ein Verfahren zur toxikotogischen Priifung von 
Substanzen unter Verwendung dieser Zellkulturen; ein 
Verfahren zur Erzeugung transgener nicht-menschlicher 
Sauger unter Verwendung der ES-Zellen; einen durch die- 
ses Verfahren erhaltllchen transgenen nicht-menschli- 
chen Sauger und ein Verfahren zur Untersuchung von 
Zcllentwicklungsstufcn unter Verwendung von Zollon oi- 
nes solchen nicht-menschlichen Saugers. 
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Bcschreibung , ^ 

Die Erfindung beirift't die Verwendung von nichi-zell- 
schadigenden Huoreszierenden Proicinen :j!s /clllypspozifi- 
sche Reponer. Ini einzclnen betriffi die Hrtindung embryo- 5 
nale StaiiunzeUen (ES-Zcllen> nichl-incnschlicher S auger, 
die iiiit eineni DNA-Konsirukl siabil transfiziert sind. das 
eine tur ein nichl-zeltschadieendes tluoreszierendes Protein 
codierende DNA-Sequenz und einen mil dieser DNA-Se- 
quenz operaliv verknupflen. zcll- und/odcr eniwicklungsab- 10 
hangigen Proniotor umfaBt; ein Vert'ahren zur Hersiellung 
dieser ES-Zellen; eine Zellkullur erhaldich durch KuUivie- 
ren der ES-Zellen: ein Verfahren zur toxikologischen Prii- 
fung von Subsianzen umer Verwendung dieser Zellkukuren: 
ein Verfahren zur Erzeugung transgener nichtmenschlicher i5 
Sauger unter Verwendung der ES-Zcllen; einen durch dieses 
Verfahren erhaitlichen [ransgenen nich[-rnenschlichen Sau- 
ger und cin Vcrt'ahrcn zur Untcrsuchung von Zcllcniwick- 
lungsstufen unter Verwendung von Zellen eines solchen 
nicht-nienschlichen Siiugers. 20 

Enibryonale Stamnizellen (ES) sind Grundlage sowohl 
fur die Erzeugung u-ansgener Tiennodeile, als auch fur den 
Einsatz in in vitro Zellkuliursysteni. Bis her wurden die sich 
aus ES-Zellen difterenzierenden Zelltypen dadurch identifi- 
zierl, daB sie durch Anlikorperlurbung bzw. durch in silu- 25 
Hybridisierung niit Antisense-Ohgonukleoiiden gekenn- 
zeichnet wurden. Dazu muBlen allerdings die Zellen zuvor 
fixiert werden. 

AUe bisherigen Verfahren eignen sich nichi fiir anschlie- 
Bende funkiionelle Uniersuchungen mil den von ES-Zellen 30 
differenzierien. unterschiedlichen Zelltypen. Die bisher ein- 
zige Methode. uni funkiionelle Uniersuchungen an ES-ZcU- 
abgeieiteteii Zellderivaten in vivo durchzufuhren, besiaiid in 
der niorphologischen Identifizierung. Dies selang, wenn 
auch nur sehr unbefriedigend, bei den Herz- und Skeiett- :vs 
muskelzellen, da diese sich durch Kontrakiionen auszeich- 
neien. Schon bei den nichi kontrahierenden Venirikel zellen 
war die Erkennung fur funkLioneiie Uniersuchungen 
schwierig. So wird ini Maltsev el al., 1994, Circ Res., 75, 
233-244 und DD-299439 AS ein Modell beschrieben, in 40 
deni die Diffenenzierung von ?Icrzzellcn (Kardioniyozyien i 
ausgehend von einer sehr friihen Entwicklungsstufe bis zur 
spezialisienen Schri tint ache r-, ventrikularen-, oder airialen 
Herzzelle in viiro siaitfindei (Maitsev et at., 1994. Circ Res.. 
75. 233-244). Zu dieseni Zweck werden lohpotenic eni- 45 
bryonale Siaitinizeilen fES-Zellen) der Zcllinie D3 unter 
den foigenden Zellkulturbedingungcn in Kardiomyozyien 
differenzien: Die Zellen werden 2 Tage in eineni hiingenden 
Tropfen angeseizi, dann 5 Tage in Suspension gehalten und 
anschheBend auspiaiien fMahsev et al., 1994, Circ Res.. 7.5. 50 
233-244), fnnerhalb von 1-2 Tagen nach der Platieriing bil- 
den sich sponian schlagende Arcaie inncrhalb dieser "Eni- 
bryoid Bodies" (EB's). Aus diesen Arealen konnen mil Hilfe 
enzyiiiaiischer Verdauung (KoUagenase) einzelne Kardio- 
rnyozyten dissoziiert werden. die funktioncllcn. rnolekuiar- 55 
biologischen und niorphologischen ( Iinmunhistochemie. 
Elekironenniikroskopie) Unlersuchungsieciinikcn wahrend 
den verschiedenen Differenzierungssladien zugiinglich sind. 
Neben den Kardiomyozyien befindcn sich in den so erzeug- 
ten EB's unier andereni auch neuronalc Zellen. Clliazcllen. ft) 
haniaiopoielische Zellen. Endothclzcllcn (truhe Kapiilarc), 
glatle Muskelzellen, SketedniuskclzcMen. KnorpelzcHen, 
Fibroblasien und Epithelzellen. 

Dariibcr hinaus sind in der leizicn Zcii hiolununiszenie 
Proicinc wic Green Fluorescent Protein (nachfolgcnd CjI-T*) 6.s 
beschrieben worden (Prashcr et a(.. Gene. Vol. 1 i 1 229-233 
(1992), die als Marker fur Gcnexpression vorgeschlagcn 
werden (Chalfie ei al.. Science. Vol. 263. 802-805 (1994)). 
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So isi in der WO-A-95 107463 und WO-A-96/27675 das 
Transfomueren von Zellen mil GFPotfenbart. Die Transfor- 
mation von Saugerzellen. insbesondere deren ES-Zellen mil 
einer tiir (IFP codierenden DNA-Sequenz is) jedoch weder 
in dieser noch in einer anderen Druckschrift beschrieben 
worden. 

Herz-Kreislauferkrankungen gehoren imnier noch zu den 
hautigsten Todesursachcn in den wesilichen Indusirielan- 
dem. Nur durch intensive Grundlagenforschung auf dieseni 
Gebiet konnen die pathophysiologischen Ursachen erkannt 
und neue Therapieansatze gefunden bzw. loxikologische 
Veriinderungen beschrieben werden. Fiir die TJntersuchung 
zur Pathogenese von Herz-Kreislauf Erkrankungen und zuni 
Tesien neuer pharmakologischer und lo.xikologischer Sub- 
stanzen werden Mode He benotigt, die einerseits auf den 
Menschen ubertragbar sind, andererseiis aber die aufwendi- 
gen und kostenintensiven lie rversuchs modell e erseizen 
konnen. Ini Jahr 1991 wurden noch iibcr 2 Millioncn Ticrc 
allein in den alien Bundeslandem bei Herversuchen einge- 
serzL. 

Ein in leizter Zeii imnier wichugerer Ansatzpunkt der 
pharniakologisch/toxikologischen Forschung isi die Herz- 
differenzierung. .Aus der stereoiypisch ablaufenden Herzzel- 
leniwicklung konnen Riickschlusse auf pathologische und 
toxikologitiche Veriinderungen vun Kardiuiiiyozyten gezo- 
gen werden. So ist z. B. bekannt, daB bei der kardiaien Hy- 
pertrophic (Yamazaki ei al.. J. Mol. Cell Cardiol. 27 (1): 
133-140 (1995)) und Herzinsuffizienz (.Johnson et al., Bio- 
chern. Phaniiacol. 45 (12): 2365-2372 (1993)) der Rezepi- 
orsiatus und die inu-azelluliiren Signalkaskaden geslort sind. 
Diese palhologisch verandenen Kardiomyozyien iihneln 
teilweise wieder Herzzelle n friiher Difterenzierungsstadien. 

Die zur AuHdiirung der Eigenschaften von Herzzellen 
friiher Differenzierungssladien notwendigen Uniersuchun- 
gen konnen am Tier jedoch technisch nur schwer und, falls 
iiberhaupt. in sehr aufwendigen Studien durchgefiihrt wer- 
den: Am 12.-13. Tag ist es friihestens nioghch, Kardiomyo- 
zyien aus eineni Mauseembr\'o zu praparieren, diese zellen 
en tsprec hen jedoch nicht mehr einer friihen kardiaien Diffe- 
renzierungssiufe. Eine deiailliene Analyse der Rezeplorex- 
pression walirend vcrschiedener DitTerenzierungsstadien er- 
fordcrt einen sehr hohen Aufwand an Tlemiaterial und ist - 
wie vorstehend ausgefiihrt — lechnisch nur schwer durch- 
ftihrbar. Ebenso ist die Beobachtung der Entwicklung einer 
relaiiv undifferenzienen Herzzelle Ciber iitehrere Tage bis 
Wochen hinweg amTiemiodell nicht niogUch. Um den Ein- 
satz neuer Therapeutika, z. B. inolroper Subsianzen oder 
Antiarrhythmika bzw. loxischer SiotTe. z. B. Schwermetalle 
oder Reiinoide, auszutesten, muG ini Herversuch ein wo- 
chenlanges, invasives Monitoring an Tieren z. B. Schwei- 
nen durchgefiihrt werden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung best and nun 
darin, ein Zelikulturverfahren bereitzusleilen. das eine ein- 
fache Charakierisierung der lebenden Zellen eniioglicht und 
funkiionelle Uniersuchungen zulaBt und nicht wie die bishe- 
rigen Verfahren auf Reporiereenen wie z. B. Lac-Z (Niwa et 
alT. 1991. Gene 108. 193-199: Wobus et al.. 1996. .1. Cell 
Mol. Cardiol.: Meizgeret al.. 1996 Circ. Res., 7S. 547-552) 
beruht. deren Expression nur nach Zcllfixierung und unter 
Zuhilfenahnie eines spezifischen Substrates nachgewiescn 
werden kann. 

tiberraschenderwcise wurdc gelundcn. daB ES-Zx'llen mil 
eineni DNA-Konsiruki. in deni ein fiir ein nicht-zcllschadi- 
gendcs Muoreszierendes Protein codiercndes Gen mil einem 
zcll- und enlwicklungsabhangigcn Pronioior izckoppclt ist, 
niiltels Elcktroporalion siabil transfiziert werden konnen. 
Dieses Konsirukl wird dabei in die native DNA integriert. 
Nach spezifischer Aktivierung ini raze ilularer Sign ale wird 
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der Promoior akiivicri unci das Huorcszicrendc Protein cx- 
primicn. Somii konmen ES-ZcUcn, die zu cincni gewissen 
Zciipunki der Diltcrcnziening cincn zcitspezifischen Tran- 
skripiionsfakior akiivieren, an hand der Hi uorcs7£n/-F, mis- 
sion unier Fluoreszenzanrcgung erkanni werden. 5 

Die vorliegendc Ertindung beiriffi soiuii enibryonalc 
Staiiiiiizellen (ES-Zellcn) nichlnienschlichcr S auger, die mil 
einem DNA-Konslrukt, unit'assend 

- eine fur ein nichi-zellschadigcndes Huoreszierendes lO 
Protein codierende DNA-Sequenz und 

- einen luit dieser DNA-Sequenz operaiiv verknupf- 
icn. zell- und/oder eniwicklungsabhiingigen Proinoior 

siabii trans ftziert sind. 15 

Bevor/ugi stainnien die ES-Zelten von Nagern, insbeson- 
derc von Mausen. Besonders bevorzugte ES-Zellen sind da- 
bci D3-Zcllcn (Doctschmann ci al., J. Embryol. Exp. Mor- 
phoi. 87. 27 (1985)), Rl-2^1len (Nagy ct al.. PNAS (1995)). 
E14-Zellen Handvside el al., Roux Arch. Develop. Biol. 20 
198, 48 (1989)), CCE-Zeilen (Bradley ei al.. Naiure 309, 
255 (1985)) und P19-Zellen (Mumiiierv et al.. Dev. Biol 
109, 402(1985)). 

Als "nicht-zellschadigendes fluoreszierendes Protein" 
konnen geiiiaC der vorliegenden Erfmdung das Green Fluo- 25 
resceni Protein (GFP) aus der (>ialle Auequorea Victoria 
(beschreiben in WO- A- 95/07463. WO-A-96/27675 und 
WOA-95121 191) unddesscn Deri vale "Blue GFP" (Heiiii 
el al.. Curr. Biol. 6 (2): 178-182 (1996)) und Rcdshiix GFP" 
(Muldoon et al.; Bioiechniques 22 (1): 162-167 (1997)) ver- 30 
wendet werden. Bevorzugi ist dabei das griin fluoreszie- 
rende GFP, insbesondere die in dein hinlerlegien Slamni 
DSM 11633 befiiidliche GFP-Mutanie. 

Unier den Begriff "zell- und/oder entvt'icklungsabhangi- 
ger Proinotor" ist geniaB der vorliegenden Erfindung ein ivs 
Promoter zu verstehen. der nur in gewissen Zelltypen und/ 
oder nur in gewissen Zelientwicklungsstadien - sowohl in 
Zelikulturen (EiTibryoid Bodies) als auch in transgenen 
nichi-menschlichen Saugem. die von den erfindungsgcma- 
Ben ES-Zelien absianiinen - seine Promotortaiigkeit entfal- 4(j 
tel. Daneben kann aber auch Jeder andcre bekannte zellspe- 
zifische Proinotor fur z. B. NervenzcUen, Herzzellcn, neuro- 
naie Zeilen. Gliazellen, hatnaiopoietische Zellen, Endothel- 
zellen. giatte Muskelzellen, Skelettiiiuskelzellen, Knorpel- 
zcllen, Fibroblasten und Epithelzellen eingeselzl werden. 45 

In eincr bevor/ugien Ausfuhrungsfomi der Erfindung ist 
der Promoter ein fur Herzzellen spezifischer Proinotor. Ins- 
besondere sind die folgenden Pronioioren zu nennen: 
SMHC Minimal Promoter (spezifisch fur Glalliiiuskelzel- 
len. Kallmeier ei al.. J. Biol. Chem. 270 (52): 30949-30957 50 
(1995)): Nkx-2.5 (spezifisch fiir sehr friihc Kardiomyozy- 
ten. Lints ei ai.. Developmeni. 119 (2): 419^31 (1993)'); 
Human-a-Actin (spezifisch fiir Herzaewebe, Sartorelli et 
al.. Genes Dev.. 4 (10): 181 1-1 822 ( 1 990)), MLC-2V (spe- 
zifisch fiir Herzkaiuniem. OBrien et al.. I^oc. Nail. Acad. 55 
Sci. USA, 90 (11): 5157-5161 (1993) und WO-A- 
96/16163). 

In einer bevorzuctcn .AusfCihrungsfonii weisi das DNA- 
Konsiruki noch weiierc funkiionelle DNA-Sequcnzen. ins- 
besondere Enhancer und Seickiionssequcnzcn auf. Sole he 60 
Selcktionsequenzen sind z. B. Neomycin und Hygromycin. 

Gegensiand der Erfindung isi wciterhin. ein Verfahren zur 
Herslellung der erfindungsgeniiiBen ES-Zellen. umfassend 

- Einbringcn cincs vorsichcnd dc fi nicricn DNA-Kon- 65 
sirukis in Ausgangs-ES-Zellen nicht-mcnschlichcr 
Siiuger und 

- Screencn nach siabil transliziencn HS-Zcllen. Das 
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Einbringcn kann dabei auf jede deiii Fachinann be- 
kannie An und Wcisc crfolgcn. Die Elekiroporaiion ist 
Jedoch bevorzugi. Das Screencn crfolgl vorzugswcise 
mil Hilfc der in deni DNA-Konstrukl vorhanflenen Se- 
lektionssequenzen. 

Gegensiand der Erfindung ist ebenfalls das vorsichcnd 
beschriebene DNA-Konsirukt. Bevorzugie Konsirukte sind 
dabei die in Fig. 1 und 2 abgebildeien Report erkonsirukie 
pCX-(^act)GFP-Nco und pCX-(a-aci)GFP-Neo (DSM 
11633). 

Die Erfindung beuiffl ebenfalls eine Zellkultur init zeil- 
typspezifischer Expression cines nicht-zellschadigenden 
fluoreszierenden Proteins crhalilich durch Kuluvieren der 
erfindungsgemafien ES-Zellen. In einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsfomi liege n die Zellen als Aggregate (Embryoid 
Bodies) vor. Das Herstellen des Embryoid Bodies erfolgt 
dabei gcmaB Standard verfahren wic z. B. die Mcthodc dcs 
"hangenden Tropfens" oder Meihyizellulosekultur (Wobus 
et al.. Differcmiation (1991) 48.172-182). 

Diese Zellstrukturen konnen in Verfahren zur loxikologi- 
schen Untersuchung von Substanzen, z. B. Relinoide, 
Schwermetall und Phaniiaka. verwcndet werden. Sie besit- 
zen wesentiiche Vorteiie gegeniiber alien bisher verwende- 
len Zellkulturmudellen: 

a) Die lebenden. unfixicrten Zellen konnen in ihrer 
Ditferenziemng beobachtei werden, so kann z. B. das 
Wachsium der Herzzellen iin schlagenden A real konii- 
nuierlich beobachtei werden. 

b) Zellen im friihen Entwicklungsstadium konnen 
eiekirophysiologischen und anderen MeBmethoden zu- 
gaiiglich geniacht werden. da sie als fluoreszierende 
Zellen leicht zu erkcnnen sind (siehe Fig. 3). Dies be- 
deutet eine wesentiiche Vereinfachung der funktionei- 
len Untersuchung dieser Zeilen. 

c) Eine Einzelzeil-Praparaiion bedeuiet einen Verlust 
von Zellen. Uni die geringe Zahl der noch vorhandenen 
Zellen sichibar zu iiiachen. sind die das fluoreszierende 
Protein exprimierenden Zellen voneilhaft. Das Verfah- 
ren liiBi sich durch die FACS-Sonierungsniethode er- 
ganzen. wodurch homogene Zellpopulationen gewon- 
nen werden konnen. Dadurch ist cs auch moglich Un- 
lersuchungen (z. B. niolekularbiologische) an einer 
groBf;ren Population von phanolypisch diffcrenzierien 
ES-Zellen vorzunehnien. 

d) Da die das fluoreszierende Protein exprimierenden 
ES-Zellen nach Aktivierung hcrzspezifischcr Pronioto- 
ren iin EB sichibar werden. kann das Wachsium der 
herzspczifischen Zeilen unter phannakologisch/loxiko- 
logischen Bedingiingen in eineiu rcchl einfachen Ver- 
fahren bcsiimmt werden. Fiir rouiineiniiBige Uniersu- 
chungen der Wirkung verse hiedener Substanzen auf 
die Herzzelldifferenzicrung konnte das Area! ini EB 
von fluoreszierendes Protein exprinnerenden Zellen zu 
verschiedcnen Zeiipunkten besiiinmt werden und so- 
mil Aussagcn gemacht werden. ob dicse Substanzen 
die Differenzierung von Herzzellen quantitativ und 
qualitaliv beeinflussen. Fiir quanlitativ prazisere Au.s- 
sagen konnlen die Zellen dissoziierl und dann der 
FV\CS-Soriierungsiechnik unierzogen werden (Fig. 4). 

Die Ertindung beiriffi schlicBlich cin Verfahren zur Er- 
zeugung iransgencr nichlnienschlichcr Siiuger mil zclltyp- 
spczifischcr Expres.sion cincs nicht-zcHschiidigcndcn tluo- 
resziercnden Proteins, umtassond 

- Injiziercn von crfindungsgcniaBcn ES-Zxllen in Bb- 
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siozvsien von nichi-menschlichen Siiugem und 
- tjfcenragen dcr Blasiozysien in Leihmuiicn die 
durch dieses Verfahren crhaltliche transgene nicht- 
menschlichc Siiuger sowic ein Vertahren zur Uniersu- 
chung von Entwicklungssiuten von Zcllen nicht- 5 
men sch lie her Siiuger, uml'assend die Unters uc hung der 
enisprechenden gekennzeichneten Zcilen von erfin- 
dungsgemalSen nichtinenschlichen Saugem durch tluo- 
rinietrische Verfahren. 

10 

Irn Ganztier kann durch das crfindungsgeniaBe Uniersu- 
chungsverfahren erstmals in vivo eine genaue Zelliypisie- 
rung vorgenonimen werden. So sollten bereiis in den frxihen 
Organanlagen der Enibryonen Huoreszierende Herzzellen 
beobachterwerden. was eine in vivo Beobachtung der Herz- 15 
entwicklung in der I'ruhembryonalen Phase moglich machen 
wurde. Auch dadurch kdnnien zu verschiedenen Entwick- 
lungsscufcn die Herzzellen Icicht idcntifizicrt wcrdcn. 

Die Erfindung wird weiierhin durch folgende Figuren und 
Bcispiele erlauien. -'^ 

Fig. 1 zeigt den in Beispiel 1 verwendeten Reponergen- 
konsuoiki pCX-(P^act)GFP-Neo. 

Fig. 2 zeigi den in Beispiel 2 verwendeten Reportergen- 
konsLTuki pCX-(a-aci)GFP-Neo (DSM 11633). 

Fig. 3. Teil A: Gezeigi sind 2 Junge EBs in Suspension 25 
unier transniiuienem Licht (Aa) und unter 488 nni Exziia- 
lion (Ab). Da sich in diesen fruhen EBs noch keine Herzzel- 
len differenzien haben. isi keine griine Fluoreszenz sichibar. 

Teil B: EE nach 3 Tagen Plaiierung (7+3 Tage) unier 
iransniiiiiert:eni Lichi (Ba). bei 488 niii Fluoreszenzexziia- 30 
lion (Bb) und in Kombinaiion von iransmiuiertem Lichi und 
488 nm nuoreszenzexzitation. In dieseni EB konnte ein re- 
lativ kleines, spontan schlagendes Areal beobachtet werden. 
Dies enisprichi dein Teil des EB mil spontanen Konu-aktio- 
nen. Die EBs wurden mil einer 20-fachen VergroBerung auf- 
senominen. 

Fig. 4: Gezeigi sind die mine Is FACS-Methode ersiellte 
Veneilungshisiogramme von Zellen aus EB's. die aus ES- 
Zellcn inTi pCX-(a-aci)GFP-Neo gewonnen wurden. Das 
Konsiruki wurde miuels AaU Unearisien:. so daB der CM V- -4o 
IE Enhancer zersiori; wurde. 

(a) ES-Zcllen 

f b) nach 2 Tagen Suspension (2+2 Tage) 
(c) 5 Tage nach Platieren (7+5 Tage) -15 
x-AchseT Intensiiat der GFP Fluoreszenz (FACS-Ein- 
heilen), y-Achse: gezahlie Zellen 
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Hersicilung stabiler ES-Zellinien. die GFP unier einem 
siarken ubiqiTiiaren Proinoior cxpriniieren. und Difterenzie- 
rung und Eigenschafien von Kardioniyozyten. die von die- 55 
sen Zellen absiamnien. 

a) Herstellen des GFP-Expressions-Konstrukts: Der 
von Dr. Okabe (IJniversiiy of Osaka, .Tapan ) zur Vcrfu- 
gung gcsicllie pCX-GFP-Exprcssionsvektor, der cine 60 
GFP-codierende Sequenz unter einem Huhn-<xActin- 
Pronioior enihalt (M. Ikawa. K. Koniinami, Y. Yoshi- 
niura. K. Tanaka. Y. Nishiniune und M. Okabe. Deve- 
lop. Growth Ditlcr. (1995) 37. 45.5-459), wurde wie 
tolgt mcKlifizicri: 

Ein SalJ-XbaJ-ResirikhonslVagnieni. das ein Neoiiiy- 
cin-(G41.8>-Resisicnz-Gen von p'n.2Nco enthiclt ( von 
Dr. Tarakhovsky zur Verlugung gesicltl). wurde durch 



Ligasierung mil glaiten Enden in die Sall-Sielle von 
p<3c-GFP eingesetzi. Das resuliierende Konsirukt 
pCX-(^aci)GFP-Neo (Fig. 1 ) wurde fur die Eleku-o- 
poraiion von D3-Ze!len verwendci. 
b) Elekiroporaiion und Seleki ions vertahren: Das 
pCX-(^act)GFP-Neokonsiruki wurde mil Rcsiriktase 
Seal linearisien (auBerhalb der GFP-Expressionscas- 
seiie) und fur die Elektroporation der D3-Linie von ES- 
Zellen unter den lolgendcn Bedingungen verwendet: 
DNA: 20-40 pg, ZeTlen: 7 x 10/mi in 0,8 ml PBS-Puf- 
fer, Eleku-oporationskiivetie BioRad 0.4 cm (Kai.-Nr. 
165-2088), Elektroporatipnsapparaiur BioRad (Gen 
Pulser), 240 V. 500 pR 

Nach der Elekiroporaiion wurde die Zellsuspension 
20 min auf Eis gelegi und dann aut' eine iO-cm-Peirischale 
init Gewebequaliiat mil G41 8-Resisienz-Feederschichi in 
10 ml DMEM-Mcdium mil 15% FCS (Kiilbcrfciusscrum) 
ubertragen. Zwet Tage s paler wurde 300 iig/ml Neomycin 
(G418,"Gibeo) hinzugetugt um G4l8-resistenie Zellen zu 
selektieren. Das Medium mil G418 (300 pg/ml) wurde jeden 
zweiten Tag ausgetauschi. Nach 8 bis 10 Tagen Selektion er- 
schienen wirkstoffresistente Koionien. die durch Ruores- 
zenzmikroskopie auf GFP-Expression geiestet wurden. 

Eiwa 95% der G4l8-resisienien Koionien zeigien eine 
Starke GFP-Expression (griines Leuchten), was auf ein ho- 
hes AusmaB an Akiiviiatdes ji-Actin-Promoiors 0-Acdn ist 
eines der Haupiproieine des Cytoskeletis) in ES -Zellen hin- 
weist. Die Koionien wurden durch Ansaugen mil einer Pa- 
sieur-Pipeite aufgenommen. einzeln trypsinisiert und an- 
schlieBend fur die Veniiehrung auf 48- und 24-Napf-Plauen 
mil Feederschichten mil G418 (3a) Mg/nil) ubertragen. 
SchlieBlich wurden mehrere stabile ES-Klone. die 1 bis 5 
Kopien des GFP-Gens unter der Konu-olle des Huhn-p-Ac- 
dn-Promotors trugen, ennitteil und zur Erzeugung embryoi- 
der Korper (EBs) verwendet. 

c) Differenzierung und Analyse der Kardiomyozyten: 
EBs wurden nach dem Siandardverfahren der "hangen- 
den Tropfen" eniwickeit (A. Wobus, G. Walluka und J. 
Hescheler; Diffcrentiaiion (1991) 48, 173-182^ 

In alien Stadien der Entwicklung vor dem Ausstreichen 
zeigten die EBs. die von ES-Zellen mil inlegrienetn GFP- 
Expression svek tor unier der KoniroUe des ^Aciin-Promo- 
lors absiannmen. unter dem Fluoreszenzmikroskop ein siar- 
kes griines T^uchten. Nach dem Ausstreichen verteiite sich 
die GFP-Expression in ungleichen Anieiicn zwischen ver- 
schiedenen Zelltypen, die im Laufe dcr Differenzierung auf- 
traten. Das hellsie griine Leuchten in EBs nach dem Auftre- 
ten konlrakiiler Myocardiocyten t^allt mil enisprechenden 
schlagenden Bereichen und nicht mil schlagendcn Kemtei- 
len (zeniraien Teilen) von EBs zusammen. 

Andere Bereiche der EBs zeigcn verse hi edene AusmaBe 
der GFP-Expression von stark bis schwach, was auf die be- 
kannie weit verbreiiete Expression von |i-Aciin als Haupi- 
komponentc des Cytoskeletis bei vielfiiiligen 2:elliypen hin- 
weist. 

Diese visuellen Beobachiungen werden durch Histo- 
sraninic der Verteilung der GFP-Expression in den Zellpo- 
pulaiionen in den sich entwicklenden EBs besiatigt. die man 
durch FACS-Anaiysc (Flow Cytofluorimetry) erhalt. Sie 
zeigcn die Linksvcrschiebung und VergroBerung anfangs 
schart'er, synuneirischer Peaks des Histogranniis. was eincn 
Ubcrgang von holier und rclativ homogcncr GIT^-Exprcs- 
sion In einer Population proliferierender undifferenziener 
ES-Zellen zu einer breiien Vencilung dersclbcn auf die Po- 
pulation sich diffcrcnzierendcr ZeUtypen anzeigi. 
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EBs wurden iiiiuels Kollagcnase dissoziieri und aui' Ob- 
jekuragern ausgcsirichen und anschlieBcnd 2-3 Tagc lang 
kultiviert:. bevor elektrophysiologischc Messungen nach 
deni Standardverfahren vorgenonimen wurden (V. Mattscv. 
A.Wobus, J. Rohwedei. M. Bader und J. Hescheler; Circ. 5 
Res. (1994) 75 (2). 233-244). 

Isolierie. sponian schlagende Kardiomyozyien, die GFP 
stark exprimieren, weisen al!e elektrophysiologischen Ei- 
genschaflen auf. die fur Kardiomyozyien lypisch sind ein- 
schlieBlich Akiionspotentiaien. Ca-*-, Na"^-, K+- und IrStro- 10 
men, was durch die Patcii-Clainp-Technik gezeigt wurde. 

Stabile ES-Zellinien. die aut^rundeines in das (ienoiii in- 
tegrierten Expressionsvekiors GFP stark exprimieren, kon- 
nen sich also zu funktionell reifen kontraktilen Kardiomyo- 
zyien differenzieren, die dieselben elektrophysiologischen i5 
GrundeigenschaJfien haben wie Kardiomyozyten, die sich 
aus "nomialen" D3-Zellen ditTcrenziert; haben. 

Beispicl 2 

20 

Hersteilung stabiler ES-Zellinien, die GFP unter eineni 
herzspezifischen Promotor in sich differenzierenden Kardio- 
myozyien exprimieren. 

a) Hersieilen des GFP-Expressions-Konstrukis: Aus 25 
dem von Dr. M. McBumey (University of Ottavt-a, Ka- 
nada) zur Vertugung gesteUtem Plasmid pPv/B-Aci- 
lacZ. das das Segment (-44<)+6) des herzspezifischen 
Hunian-a-Actin-Promotors cnthieli (A.Miniy. L. Ke- 
des; Molecular and Cellular Biology (1986) 6, ^0 
2125-2136; G. Pari, K. Jardine und M. McBumey; 
Molecular and Cellular Biology (1991) U. 
4796-4803), wurde der Promotor durcli die Restrikti- 
onsenzyme Sail und HindHI herausgeschnittcn. Der 
pCX-GFP-Expressionsvektor (siehe Beispiel 1 ) wurde .^^ 
- um den Huhn-|J-Actin- Promoter durch den herzspe- 
zifischen a-Ac tin -Pro motor zu ersetzen - mil den Re- 
slriktasen SnaBI und Apal gespalien, wobei der Huhn- 
)i-Aciin-Promotor herausgeschniiten wurde. Nachfol- 
gend wurde durch Ligasierung mil giaticn Enden das -i^i 
oben genannte S a U-HindUI- Fragment des herzspezifi- 
schen a-Aciin-Promotors eingetiigt. Die Restriktascn 
Tthllll. Sail und HinlT wurden verwcndet, urn Plas- 
midklone zu selektieren. bei denen der herzspezifische 
a-Actin-Promoior in der richtigcn Orieniierung zur a5 
GFP-codierenden Sequenz eingeseizi war. Dann wurde 
ein Neoniycin-(G418)-Resisienz-Gen, wie in Beispiel 
la) beschrieben. in die Sall-Stelle eingeseizt, und das 
resullierendc Plasmid pCX-(a-aci)GFP-Neo (Fig. 2) 
wurde fur die Elekiroporation von D3-Zellen veru-en- St) 
det. 

b) Elekiroporation und Selekiionsvert'alircn: Das 
pCX-(a-act)GFP-Neo wurde mil Seal (auBerhalb der 
GFP-Expressionscasseile. wie in Beispiel lb) beschrie- 
ben) Oder mil Aall linearisicn. um den Cytomegalovi- 55 
rus-(GMV-IE)-Cnhancer zu zersioren (siehe unicn). 
Die Elektropxjrarion und das G418-Seleklionsvcrfahrcn 
wurden. wie in Beispiel lb) beschrieben. durchgctuhn. 

c) Analyse der Zellpopulation und (iFP-Exprcssion 
unicr der KonlroUe des herzspezifischen a-Actin-Pro- 0) 
motors w ah rend der Ditferenzicrung von Kardiomyo- 
zyien: EBs wurden. wie in Beispiel ic) beschrieben. 
cniwickcll. Im Unicrschied zu den oben beschriebenen 
Musiern der GH'- Ex press ion unier der Konirolle des 
(i-Aclin-Pronioiors weisen ES-Zcllen. die das in das fi.^ 
Genom integricrte pCX-(a-iici )Gl-P-Neo iragen, kein 
Oder nur ein sehr .schwaches durch Fluorcszenzmikro- 
skopie sichi bares Signal aut". Die FA CS- Analyse zeigi. 
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daB das miiilere Niveau der griinen Fluoreszenz von 
D3-2^11cn mil durch Sad linearisienem pCX-(a- 
acDGFI-'-Neo ciwa 35- bis 40niai gcringer isi ais bei 
7£llinien, die pCX-(p-act K.iFP-Neo iragen. Wiihrend 
der Entwicklung der EBs wurde eine Rcchisverschie- 
bung und VergroBerung des Anfangspeaks des durch 
FACS crhalienen GFP-Fluoreszenz-Hisiogramms cr- 
halien. Die schlagenden Bereiche. die 2 bis 4 Tage nach 
dem .Aussireichen der EBs auiiraien, zeigen ein durch 
Ruoreszenzmikroskopie sichtbares griines Leuchten, 
das mil dem Niveau der GFP- Exp res si on in ES-Zellen, 
die pCX-(^act)(jFP-Neo iragen. vergleichbar ist. 
Moghcherweise sind die schlagenden Bereiche, die aus 
funktionell reifen Kardiomyozyten bestehen. nur Be- 
reiche mil starkem sichlbarem Leuchien unter anderen 
Zelltypen in sich enlwickelnden EBs. Bei tiiglicher 
Uberwachung ist es moglich. 1 bis 1.5 Tage, bevor sie 
zu schlagcn bcginncn. gctrcnntc Icuchtcndc Bereiche 
nachzuweisen. 

Der herzspezifische Charakter der GFP-Expression 
wurde durch a-Actin-spezifisches Imiiiun-Anfarben einzel- 
ner Zellen bestiitigt. das mil der GFP-Expression unter der 
KontroUe des herzspezifischen a-Actin-Promotors korre- 
lierL. 

d) Hersiellung von ES-Zellinien mit geringem ur- 
sprunglichem unspezifischem Niveau der GFP-Expres- 
sion: Die oben genannten ES-Klone mit integrieriem 
pCX-(a-act)GFP-Neo zeigien eindeutige Kardiomyo- 
zyten- spezifische Expressionsmusier, was zu einem er- 
kennbaren Zus amine n fallen leuchtender und schlagen- 
der Bereiche fulirte. Das anfaiigUche Niveau der GFP- 
Expression dieser unditTerenzierten Zellen. das 5- bis 
lOmal hoher liegL als bei einer negativen KontroUe (In- 
takte ES-Zeilen), konnie jedoch das Auffinden der Zel- 
len bei den allerersten Schriften der Differenzierung 
behindern. 

Um das urspriingliche Niveau der unspezifischen GFP- 
Expression zu senken. wurde eine Anzahl neuer Zeiiinien 
erzeugt. wobci pCX-(«-acf)GFP-Neo verwendet wurde. das 
init Aatl-Restriktase linearisieri wurde (Fig. 2), um eine 
Z^rstorung des CMV- EE- Enhancers zu ermogUchen. Leizte- 
rer war im urspriing lichen Expressionsvektor vorhanden, 
und es wurde angenommen. daB er der Grund fur den an- 
tanglichen unspezifischen "Hintergrund" war. 

Nach der Elekiroporation und dem Selekiionsverfahren 
zeigten die G41 8-rcsisienien Klone eine viel hohere Diver- 
sifikaiion der antlinglichcn GFP- Expression als Klone mil 
iniakiem CMV- IE-Enhancer. Mehrere ES-Klone mil nied- 
rigsiem "Hiniergrund" wurden durch FACS- Screening aus- 
gewahlt. Diese Klone haben eine eiwa 5mal niedrigere An- 
fangsfluoreszenzinlensilat und konnien mit Zellen der nega- 
live^n KontroUe (Wildiypt ohne GFP-Veklor vergleichbar 
scin. Nach der Hersiellung von EBs aus enisprechcnden ES- 
Zellklonen zeigien mehrere davon cine sowohl durch Fluo- 
reszenzmikroskopie ais auch durch FACS-Analyse nach- 
weisbare Gl^- Expression in sich difterenzierenden Kardio- 
myozyien. Die FACS-Analyse zeigt eine hohe Auflosung 
zwischen Zellen. die zur herzspezifischen Differenzierung 
Libcrgegangen sind. und dem Rest der Zellpopulation. die 
wiihrend der EB-Eniwicklung den ausgepriiglen eins-zu- 
zwei-Peakcharakier der Hisiogrammdynamik zeigien (Fig. 
4). 

Der bcschricbene Ansaiz eriaubi cs also, die DilVerenzic- 
rung von ES-Zcllen zu Kardiomyozyten "in vitro" zu unicr- 
suchcn. wobei der GIT'-Expressionsvcklor mil herzspczili- 
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scheni Pronioior als "lebcndes" Repot er-Gcnsysiem ver- 
wendel wird. der Zellen in den frtihcren Schritten dcr Eni- 
wicklung sichibar inacht. 

Das vorsiehend heschriebene PI asm id pC'X-(nt-act jGFT'- 
Neo wurden ant 27.06.97 bei der Deuischen Saininlune von 5 
Mikroorganisnien und ZcUkuliuren GmbH. Maschrodcr 
Weg lb. D-.i8124 Braunschweig, unier der Bezeichnung 
DSM 11633 hinierlegi. 

Patenianspriiche '"^ 

1. Embryonale Siammzellen (ES-Zellen) nichi- 
nienschlicher S auger, die mit eineni DNA-Konstruki. 
unifassend 

- eine fur ein nicht-zellschiidigendes fluoreszie- i5 
rendes Protein codierende DNA-Sequenz und 

- cinen mil dieser DNA-Sequenz operaiiv ver- 
kniipftcn. zcll- und/odcr cntwicklungsabhangigcn 
Proiiioior 

stabii iransfiziert sind. -0 

2. ES-Zellen gentaB Anspruch 1 . wobei die ES-Zellen 
von Nagem. insbesondere von Miiuscn, siammen. 

3. ES-Zellen geniaB Anspruch 1 oder 2, wobei das 
nicht-zellschadigcnde fluoreszierende Protein ausge- 
wiihli isi aus Green Fluorescent Protein (GFP), Red 25 
Fluorescent Protein und Blue Ruorescent Protein und 
insbesondere GFP ist. 

4. ES-Zellen gernaB irgendeinem der Anspriiche 1 bis 
3. wobei der Promoter ein fur Herzzellen, neuron ale 
Zellen, Gliazellen. hamalopoierische Zellen, Endothel- 3<J 
zellen, glaite Muskelzellen. Skeiettmuskelzellen. 
Knorpelzellen, Fibroblaslen Oder Epiihelzellen spezifi- 
sclier Proniolor ist. insbesondere ein fur Herzzellen 
spezifischer Promotor ist. 

5. ES-Zellen gemaB Anspruch 5, wobei der Promotor 
ausaewahti ist aus den Promotoren Nkx-2.5, Hunian- 
a-Actin und MLC-2V und insbesondere der herzspezi- 
fische Hunian-a-Actin Promotor ist. 

6. ES-Zellen gemaB irgendeinem der Anspriiche 1 bis 

5. wobei das DNA-Konstrukt weitcre funkuonelte -w> 
DNA-Sequenzen. insbesondere Enhancer- und Selekti- 
onsscquenzcn. aufweist. 

7. Verfahren zur Herstelkmg der ES -Zellen geniaG ir- 
gendeinem der Anspriiche 1 bis 6. unifassend 

- Einbringen eines wie in Anspruch I und 3 bis 6 45 
definierten DNA-Konstrukts in Ausgangs-ES- 
2^11en nichi-nienschlicher Sauger und 

- Screenen nach siabil iranstizierten ES-Zetlen. 
S. Verfahren nach Anspruch 7. wobei das Einbringen 
durch Elekiroporaiion erfolgi. 5i3 

9. DNA-Konstnjki gemaB irgendeinem der Anspriiche 
1 und 3 bis 6. 

10. DNA-Konstrukt gemaB Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzcichnet. daB es" Plasmid pCX-(a-actjGFP-Neo 
(DSM 11633) isi. 55 

1 1 . 2:ellkuUur mit zelltypspezifischer Expression eines 
nichi-zellschadigenden fluoreszierendcn Proteins er- 
haltHch durch Kultivieren dcr ES-Zcllen gemaB irgend- 
einem der Anspriiche 1 bis 6 in vitro. 

12. Zcllkultur gemaB Anspruch 11, wobei die Zellen 60 
als Aggregate vorliegen. 

13. \7crfahren zur lo.xikologischen Prufung von Sub- 
sianzen, unifassend die Unlersuchung dcr Auswirkun- 
gen dieser Subsianzen auf ZcUkulturcn gemiiB Ansprii- 
chen 11 Oder 12 miitcls nuorinicirischcr Verfahren. 65 

14. Verfahren zur Erzeugung iran.sgener niL*ht- 
luenschlicher Sauger mil zelltypspezifischer Expres- 
sion eines nichi-zellschadigenden tluoresziercnden 
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Proieins. umfasscnd 

- Injizieren von ES-Zellen gemaB irgendeinem 
der Anspriiche 1 bis 6 in Blasiozystcn von nicht- 
men.<a:h lichen .Saugem und 

- tiberiragen der Blastozysien in Leihmiiiier. 

15. Transgene nichi-inenschliche Sauger erhalilich 
durch das Verfahren gemaB Anspruch 14. 

16. Vertahren zur Unlersuchung von Eniwicklungsstu- 
fen von Zellen nichmienschlicher Sauger. umfassend 
die Unlersuchung dcr entsprechenden gekennzeichne- 
ten Zellen von nicht-menschlichen Saugem gemafi An- 
spruch \5 durch fluorimetrische Verfahren in viiro. 
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